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TNF-bindende Proteine 



15 Tumor Nekrosis Faktor a (TNFa, auch Cachectin), auf 

Gcund seiner haemorragisch-nekrotisierenden Wirkung auf 
bestimmte Tumoren entdeckt, und Lyraphotoxin (TNF/3) sind zwei 
nahe verwandte Peptidf aktoren [3] aus der Klasse der Lyrapho- 
kine/Cytokine, die im folgenden beide als TNF bezeichnet 

20 werden [siehe Uebersichtsarbeiten 2 und 3]. TNF verfttgt Ober 
ein breites zellulares Wirkungsspektrura. Beispielsweise 
besitzt TNF inhibierende Oder cytotoxische Wirkung auf eine 
Reihe von Tumorzelllinien [2,3], stimuliert die Prolifera- 
tion von Fibroblasten und die phagozytierende/cytotoxische 

25 AktivitMt von myeloischen Zellen [4,5,6], induziert 

Adhasionsmolekule in Endothelzellen Oder iibt eine inhibie- 
rende Wirkung auf Endothel aus [7,8,9,10], inhibiert die 
Synthese von spezif ischen Enzymen in Adipozyten [11] und 
induziert die Expression von Histokompatibilitatsantigenen 

30 [12]. Manche dieser TNF-Wirkungen werden tlber eine Induktion 
von anderen Faktoren Oder durch synergistische Effekte mit 
anderen Faktoren. wie beispielsweise Interferonen Oder 
Intecleukinen erzielt [13-16]. 
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TNF ist bei einer Reihe von pathologischen Zustanden, 
beispielsweise Schockzustanden bei Meningococcen-Sepsis 
[17], bei der Entwicklung von Autoimmun-Glomerulonephritis 
bei Mausen [18] odec bei cerebraler Malaria bei MSusen [19] 

5 und beim Menschen [41J involviert. Ganz allgemein scheinen 
die toxischen Wirkungen von Endotoxin durch TNF vermittelt 
zu sein [20]. Weiterhin kann TNF wie Inter leukin-1 Fieber 
auslosen [39]. Auf Grund der pleiotropen f unktionellen 
Eigenschaf ten von TNF kann man annehmen, dass TNF in 

10 Wechselwirkung mit anderen Cytokinen bei einer ganzen Reihe 
weiterer pathologischer Zustande als Mediator von Immunant- 
wort, Entziindung oder anderen Prozessen beteiligt ist. 

Diese biologischen Effekte werden durch TNF tiber spezi- 

15 f ische Rezeptoren vermittelt, wobei nach heutigem Wissens- 
stand sowohl TNFa wie TNFI3 an die gleichen Rezeptoren 
binden [21]. Verschiedene Zelltypen unterscheiden sich in 
der Anzahl von TNF-Rezeptoren [22,23,24]. Solche ganz allge- 
mein gesprochen TNF-bindenden Proteine (TNF -BP) wurden durch 

2Q kovalente Bindung an radioaktiv markiertes TNF nachgewiesen 
[24-29], wobei die folgenden scheinbaren Molekulargewichte 
der erhaltenen TNF/TNF-BP-Koraplexe erraittelt wurden: 
95/100 kD und 75 kD [24], 95 kD und 75 kD [25], 138 kD, 
90 kD, 75 kD und 54 kD [26], 100±5 kD [27], 97 kD und 

25 70 kD [28] und 145 kD [29], Mittels ant i-TNF-Ant ik6r per- 
-Immunoaf finitatschromatographie und prSparativer SDS-Poly- 
acrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) konnte ein solcher 
TNF /TNF-BP-Komplex isoliert werden [27]. Die reduktive 
Spaltung dieses Komplexes und anschliessende SDS -PAGE- Ana - 

30 lyse ergab mehrere Banden, die allerdings nicht auf 

TNF-Bindeaktivitat getestet wurden. Da die spezifischen 
Bedingungen, die zu der Spaltung des Komplexes verwendet 
werden mussen, zur Inaktivierung des Bindeproteins fiihren 
[31], ist letzteres auch nicht moglich gewesen. Die 

35 Anreicherung von loslichen TNF-BP aus dem huraanen Serum odec 
Urin mittels Ionenaustauscher-Chromatographie und Gelfil- 
tration (Molekulargewichte ira Bereich von 50 kD) wurde von 
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Olsson et al. beschrieben [30], 

Brockhaus et al. [32] erhielten durch TNFa-Liganden- 
aff initStschromatographie und HPLC aus Merabranextrakten von 

5 HL60-Zellen eine angereicherte TNF-BP-Praparation, die 
wiederum als Antigenpraparation zur Herstellung von mono- 
klonalen AntikSrpern gegen TNF-BP verwendet wurde, Unter 
Verwendung eines solchen immobilisierten Antikorpers (Immun- 
af f initatschromatographie) wurde mittels TNFa-Liganden- 

10 aff initatschromatographie und HPLC von Loetscher und 

Brockhaus [31] aus einem Extrakt von humaner Placenta eine 
angereicherte Preparation von TNF-BP erhalten, die in der 
SDS-PAGE-Analyse eine starke breite Bande bei 35 kD, eine 
schwache Bande bei etwa 40 kD und eine sehr schwache Bande 

15 im Bereich zwischen 55 kD und 60 kD ergab. Im ubrigen zeigte 
das Gel im Bereich von 33 kD bis 40 kD einen Protein- 
hintergrundschmier . Die Bedeutung der so erhaltenen Protein- 
banden war jedoch im Hinblick auf die Heterogeni tat des 
verwendeten Ausgangsraaterials (Placenta-Gewebe; vereinigtes 

20 Material aus mehreren Placenten) nicht klar. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind nicht losliche 
Proteine und losliche Oder nichtlosliche Fragmente davon, 
die TNF binden (TNF-BP). in homogener Form, sowie deren 

25 physiologisch vertragliche Salze. Bevorzugt sind solche 
Proteine. die gemSss SDS-PAGE unter nicht reduzierenden 
Bedingungen durch scheinbare Molekulargewichte von etwa 
55 kD, 51 kD, 38 kD, 36 kD und 34 kD bzw. 75 kD und 65 kD 
charakterisiert sind, insbesonders solche rait etwa 55 kD und 

30 75 kD. Weiterhin bevorzugt sind solche Proteine. die durch 
wenigstens eine der folgenden Aminosaureteilsequenzen 
gekennzeichnet sind: 



35 Val-Cys-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-Ue-His-Pro-Gln-X-Asn-Ser- 
He 



(IB) Ser-Thr-Pro-Glu-Lys-Glu-GLy-Glu-Leu-Glu-Gly-Thr-Thr- 
Thr-Lys 

(IIA) Ser-Gln-Leu-Glu-Thr-Pro-Glu-Thr-Leu-Leu-Gly-Ser-Thr- 
Glu-Glu-Lys-Pro-Leu 
5 (IIB) Val-Phe-Cys-Thr 

(IIC) Asn-Gln-Pro-Gln-Ala-Pro-Gly-Val-Glu-Ala-Ser-Gly-Ala- 
Gly-Glu-Ala 

(I ID) Leu-Pro-Ala-Gln-Val-Ala-Phe-X-Pro-Tyr-Ala-Pro-Glu-Pro- 
Gly-Ser-Thr-Cys 

10 (HE) Ile-X-Pro-Gly-Phe-Gly-Val-Ala-Tyr-Pro-Ala-Leu-Glu 

(IIF) Leu-Cys-Ala-Pro 

(IIG) Val-Pro-His-Leu-Pro-Ala-Asp 

(IIH) Gly-Ser-Gln-Gly-Pro-Glu-Gln-Gln-X-X-Leu-lle-X-Ala-Pro 

15 wobei X far einen AminosSurerest steht, der nicht 

eindeutig bestimmt werden konnte. 

Im Stand der Technik sind bereits TNF-BP durch eine 
N-terrainale Teilsequenz charakter isiert worden [Europaische 

20 Patentanmeldung rait der Publikations-Nr . 308 37B], wobei 
sich diese Sequenz von der erf indungsgemassen N-terrainalen 
Teilsequenz geroass Formel (IA) unterscheidet . Im ubrigen 
handelt es sich aber bei den ira Stand der Technik beschrie- 
benen TNF-Bindeproteinen urn aus dem Urin isolierte. 

25 losliche, d.h. nicht membrangebundene. TNF-BP und nicht urn 
membrangebundene, d.h. unldsliche, TNF-BP. 

Gegenstand der vorliegenden Anmeldung sind auch Ver- 
fahren zur Isolierung der erf indungsgemassen TNF-BP. Diese 

30 Verfahren sind dadurch charakterisiert , dass man im vesent- 
lichen die folgenden Reinigungsschr itte nacheinander aus- 
fiihrt: Herstellung eines Zell- oder Gewebeextraktes, Iramun- 
af f initatschromatographie und/oder ein- oder raehrfache 
Ligandenaf f initatschromatographie, hochauf losende Fliissig- 

35 keitschroraatographie (HPLC) und preparative SDS-Polyacryl- 
amidgeleiektrophorese (SDS-PAGE). Die Kombination der aus 
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dera Stand der Technik bekannten einzelnen Reinigungsschritte 
ist fUr den Erfolg des erf indungsgemassen Verfahrens 
essentiell, wobei einzelne Schritte im Rahmen der zu 
losenden Aufgabe modif iziert und verbessert wurden. So wurde 
5 beispielsweise der ursprtinglich fttr die Anreicherung von 
TNF-BP aus humaner Placenta [31] verwendete kombinierte 

Immunaffinitatschromatographie/TNFa-Ligandenaffinitatschroma 
tographie-Schritt dadurch abgeSndert, dass eine BSA-Sepha- 
rose 4B-Vorsaule verwendet wurde. Diese VorsSule wurde zum 

10 Auftrag des Zell- oder Merabranextraktes in Reihe mit der 

Immunaf f initatssaule und gefolgt von der Ligandenaf f initats- 
saule geschaltet. Nach Auftrag des Extraktes wurden die 
beiden zuletztgenannten SMulen abgekoppelt. jede fur sich 
eluiert und die TNF-BP-akt iven Fraktionen wurden nochmals 

15 tiber eine Ligandenaf f initatssSule gereinigt. Erfindungs- 
wesentlich fUr die Durchfiihrung des Urakehrphasen-HPLC- 
-Schrittes ist die Verwendung eines Detergens-haltigen 
Losungsmittelgemisches . 

20 Ferner ist auch ein technisches Verfahren zum Erzielen 

hoher Zelldichten von SSugerzellen, aus denen TNF-BP iso- 
liert werden kdnnen, Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 
Ein solches Verfahren zeichnet sich dadurch aus, dass ein 
Medium, welches fUr die spezifischen Wachsturaserf ordernisse 

25 der verwendeten Zelllinie entwickelt wurde. in Verbindung 
mit einer wie z.B. im Detail in Beispiel 2 beschr iebenen 
Perfusionsapparatur verwendet wird. Mittels eines solchen 
Verfahrens lassen sich beispielsweise fur HL-60-Zellen bis 
zu mehr als 20-fach hohere Zelldichten als (iblich erzielen. 

30 

Zusatzlich dazu betrifft die vorliegende Erfindung auch 
DNA-Sequenzen, die far Proteine und losliche oder nicht- 
ldsliche Fragmente davon, die TNF binden, kodieren. Bevor- 
zugt sind einmal DNA-Sequenzen, welche fUr ein solches 
35 Protein mit einem scheinbaren Molekulargewicht von etwa 55 
kD kodieren, wobei die in Abbildung 1 dargestellte Sequenz 
besonders bevorzugt ist, wie Sequenzen, die fttr nicht- 
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losliche wie losliche Ftagmente von solchen Proteinen 
kodieren. Eine besonders bevorzugte DNA-Sequenz, die fUr ein 
nichtlosliches Protein-Fragment kodiert, reicht von 
Nukleotid -185 bis 1122 der in Abbildung 1 gezeigten 

5 Sequenz. Besonders bevorzugte DNA-Sequenzen, die fiir 

losliche Protein-Fragmente kodieren, sind solche, die von 
Nukleotid -185 bis 633 bzw. von Nukleotid -14 bis 633 der in 
Abbildung 1 gezeigten Sequenz reichen. Bevorzugt sind eben- 
falls DNA-Sequenzen. die fttr ein Protein von etwa 75/65 kD 

10 kodieren und die die in Figur 4 dargestellte partielle cDNA- 
-Sequenzen enthalten. Besonders bevorzugte DNA-Sequenzen 
sind in diesem Fall die Sequenzen des offenen Leserasters 
von Nukleotid 2 bis 1*177. Die Peptide IIA, IIC, HE. IIF, 
IIG und IIH werden von der partiellen cDNA-Sequenz in 

15 Figur 4 kodiert, wobei die ger ingf Ugigen Abweichungen der 
exper imentell bestimmten Aminosauresequenzen von der von der 
cDNA abgeleiteten Sequenz mit hochster Wahrscheinlichkeit 
auf der geringeren Auflosung der Gasphasen-Sequenzierung 
beruhen. Die vorliegende Erfindung betrifft nattirlich auch 

20 die von solchen DNA-Sequenzen kodierten rekorabinanten 

Proteine. Selbstverstandlich sind dabei auch solche Proteine 
umfasst. in deren Aminosauresequenzen. beispielsweise 
mittels gezielter Mutagenese, Aminosauren so ausgetauscht 
worden sind, dass dadurch die Aktivitat der TNF-BP Oder 

25 deren Fragmente, namlich die Bindung von TNF Oder die 
Wechselwirkung mit anderen, an der SignalUbertragung 
beteiligten Membrankomponenten, in einer gewiinschten Art 
verandert Oder erhalten wurden. Aminosaureaus tausche in 
Proteinen und Peptiden, die im allgemeinen die AktivitMt 

30 solcher MolekUle nicht verMndern, sind im Stand der Technik 
bekannt und beispielsweise von H. Neurath und R.L. Hill in 
"The Proteins" (Academic Press, New York, 1979, siehe 
besonders Figur 6, Seite 14) beschrieben. Die am hSufigsten 
vorkommenden Austausche sind: Ala/Ser, Val/Ile, Asp/Glu, 

35 Thr/Ser. Ala/Gly, Ala/Thr. Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly, 
Tyr/Phe. Ala/Pro, Lys/Arg. Asp/Asn, Leu/He, Leu/Val. 
Ala/Glu. Asp/Gly, sowie solche in umgekehrter Weise. Die 
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vorliegende Erfindung betrifft ferner Vektoren, die 
erf indungsgemasse DNA-Sequenzen enthalten und zur 
Transformation von geeigneten pro- wie eukaryotischen 
Wirtssystemen geeignet sind, wobei solche Vektoren bevorzugt 

5 sind, deren Verwendung zur Expression der von den erfin- 
dungsgemMssen DNA-Sequenzen kodierten Proteine ftthrt. 
Schliesslich betrifft die vorliegende Erfindung auch noch 
mit solchen Vektoren transf ormierte pro- wie eukaryotische 
Wirtssysteme, wie Verfahren zur Hersteliung von erfindungs- 

10 gemMssen rekombinanten Verbindungen durch Kultivierung 
solcher Wirtssysteme und anschliessende Isolierung dieser 
Verbindungen aus den Wirtssystemen selbst Oder deren Kultur- 
uberstSnden. 

15 Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch pharma- 

zeutische Praparate, die wenigstens eines dieser TNF-BP oder 
Fragmente davon, gewiinschtenf alls in Verbindung mit weiteren 
pharmazeutisch wirksaraen Substanzen und/oder nicht-toxi- 
schen, inerten, therapeutisch vertrSglichen Tragermater ia- 

20 lien enthalten. 

Die vorliegende Erf indung betrifft schliesslich die 
Verwendung solcher TNF-BP einerseits zur Hersteliung pharma- 
zeutischer Praparate bzw. andererseits zur Behandlung von 
25 Krankheiten, bevorzugt solchen, in deren Verlauf TNF invol- 
viert ist. 



Ausgangsmaterial fur die erf indungsgemassen TNF-BP sind 
ganz allgemein Zellen, die solche TNF-BP in raembrangebunde- 

30 ner Form enthalten und die dera Fachmann ohne Beschrankungen 
allgemein zuganglich sind. wie beispielsweise HL60- [ATCC 
Nr. CCL 240]. U 937- [ATCC Nr. CRL 1593], SW 480- [ATCC Nr. 
CCL 228] und HEp2-Zellen [ATCC Nr. CCL 23]. Diese Zellen 
konnen nach bekannten Methoden des Standes der Technik [40] 

35 Oder zum Erzielen hoher Zelldichten nach dem bereits allge- 
mein und im Detail fur HL60-Zellen in Beispiel 2 beschrie- 
benen Verfahren kultiviert werden. TNF-BP konnen dann nach 
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bekannten Methoden des Standes der Technik mittels geeigne- 
ter Detergenzien, beispielsweise Triton X-114, 1-0-n-Octyl- 
-13-D-glucopyranosid (Octylglucosid) . oder 3-[ (3-Cholylaraido- 
propyl)-dimethylammonio]-l-propan sulfonat (CHAPS), im 

5 besonderen mittels Triton X-100, aus den aus dem Medium 
abzentrifugierten und gewaschenen Zellen extrahiert werden. 
Zum Nachweis solcher TNF-BP konnen die tiblicherweise verwen- 
deten Nachweismethoden fur TNF-BP. beispielsweise eine Poly- 
athylenglykol-induzierte FSllung des 125 I-TNF/TNF-BP-Kom- 

10 plexes [27]. im besonderen Filterbindungstests rait radio- 
aktiv markiertem TNF geraSss Beispiel l. verwendet werden, 
Zur Gewinnung der erf indungsgemassen TNF-BP konnen die 
generell zur Reinigung von Proteinen, insbesondere von 
Merabranproteinen. verwendeten Methoden des Standes der 

15 Techni *' wie beispielsweise Ionenaustausch-Chromatographie. 
Gelf iltration. A£f initatschroraatographie, HPLC und SDS-PAGE 
verwendet werden. Besonders bevorzugte Methoden zur Herstel- 
lung erf indungsgemasser TNF-BP sind Af f initatschromatogra- 
phie. insbesondere mit TNF -a als an die Festphase 

20 gebundenen Liganden und Iraraunaf f initatschromatographie , HPLC 
und SDS-PAGE. Die Elution von mittels SDS-PAGE auf getrennten 
TNF-BP Banden kann nach bekannten Methoden der Proteinchemie 
erfolgen. beispielsweise mittels Elektroelut ion nach 
Hunkapiller et al. [34]. wobei nach heutigem Stand des 

25 Wissens die dort angegebenen Elektro-Dialysezeiten generell 
zu verdoppeln sind. Danach noch verbleibende Spuren von SDS 
konnen dann gemSss Bosserhoff et al. [50] entfernt werden. 

Die so gereinigten TNF-BP konnen mittels der im Stand 
30 der Technik bekannten Methoden der Peptidchemie. wie 
beispielsweise N-terminale Aminosauresequenzierung oder 
enzymatische wie chemische Peptidspaltung charakterisiert 
werden. Durch enzymatische oder chemische Spaltung erhaltene 
Fragmente kdnnen nach gangigen Methoden, wie beispielsweise 
35 HPLC. aufgetrennt und selbst wieder N-terminal sequenziert 
werden. Solche Fragmente. die selbst noch TNF binden. konnen 
mittels der obengenannten Nachweismethoden ftir TNF-BP 
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identif i2iert werden und sind ebenfalls Gegenstand der 
vorliegenden Erfindung. 

Ausgehend von der so erhaltlichen Arainosauresequenz- 
5 information oder den in Figur 1 dargestellten DNA- wie 

Aminosauresequenzen konnen unter Beachtung der Degeneration 
des genetischen Codes nach im Stand der Technik bekannten 
Methoden geeignete Oligonucleotide hergestellt werden [51]. 
Mittels dieser k5nnen dann wiederum nach bekannten Methoden 
10 der Molekularbiologie [42.43] cDNA- oder genomische 

DNA-Banken nach Klonen. die fur TNF-BP kodierende Nuklein- 
sauresequenzen enthalten, abgesucht werden. Ausserdera konnen 
mittels der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) [49] cDNA-Frag- 
mente kloniert werden. indem von zwei auseinander liegenden, 
15 relativ kurzen Abschnitten der Aminosauresequenz unter 

Beachtung des genetischen Codes vollstandig degenerierte und 
in ihrer Komplementar itat geeignete Oligonucleotide als 
"Primer" eingesetzt werden. wodurch das zwischen diesen 
beiden. Sequenzen liegende Fragment araplif iziert und identi- 
20 fiziert werden kann. Die Bestimraung der Nukleotidsequenz 
eines derartigen Fragmentes ermoglicht eine unabhSngige 
Bestimmung der Aminosaure-Sequenz des Proteinf ragments . fiir 
das es kodiert. Die mittels der PCR erhaltlichen cDNA-Frag- 
mente konnen ebenfalls, wie bereits fur die Oligonukleotide 
25 selbst beschrieben, nach bekannten Methoden zum Aufsuchen 
von fiir TNF-BP kodierende Nukleinsauresequenzen enthaltenden 
Klonen aus cDNA- bzw. genomische DNA-Banken verwendet 
werden. Solche Nukleinsauresequenzen konnen dann nach 
bekannten Methoden sequenziert werden [42]. Aufgrund der so 
30 bestimmten wie der fiir bestimmte Rezeptoren bereits bekann- 
ten Sequenzen. konnen solche Teilsequenzen, die fiir losliche 
TNF-BP-Fragraente kodieren. bestimrat und mittels bekannter 
Methoden aus der Gesamtsequenz herausgeschni tten werden [42]. 

35 DlTf~gesam€i^ fe i f s e q iienzen "k 6 nn e n 

dann mittels bekannter Methoden in im Stand der Technik 
beschriebene Vektoren zu deren Vervielf altigung wie Expres- 
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sion in Prokaryoten integriert werden [42]. Geeignete pro- 
karyotische Wirtsorganismen stellen beispielsweise gram- 
-negative vie gram-positive Bakterien. wie beispielsweise 
E. coli Stamme. wie E. coli HB 101 [ATCC Nr. 33 694J oder 
5 B. coli W3110 [ATCC Nr. 27 325] Oder B. subtilis StSmme dar. 

Weiterhin konnen erf indungsgemasse Nukleinsaure- 
sequenzen, die fttr TNF-BP sowie fiir TNF-BP-Fragmente kodie- 
ren, in geeignete Vektoren zur Vermehrung wie Expression in 
10 . eukaryotischen Wirtszellen. wie beispielsweise Hefe. 
Insekten- und saugerzellen, mittels bekannter Methoden 
integriert werden. Expression solcher Sequenzen erfolgt 
bevorzugt in Sauger- wie Insektenzellen. 

15 Ein typischer Expressionsvektor fiir SSugerzellen enthalt 

ein effizientes Promotorelement . urn eine gute Transkrip- 
tionsrate zu erzielen, die zu expr imierende DNA-Sequenz und 
Signale ftir eine effiziente Termination und Polyadenylierung 
des Transkripts. Weitere Elemente, die verwendet werden 

20 konnen. sind "Enhancer", welche zu nochmals verstarkter 

Transkription fiihren und Sequenzen. welche z.B. eine lSngere 
Halbwectszeit der mRNA bewirken konnen. 

Die raeisten Vektoren, die fur eine transiente Expression 
25 einer bestimmten DNA-Sequenz in Saugerzellen verwendet 

werden, enthalten den Replikat ionsursprung des SV40 Virus. 
In Zellen, die das T-Antigen des virus expcimieren, (z.B. 
COS-Zellen), werden diese Vektoren stark vermehrt. Eine 
voriibergehende Expression ist aber nicht auf COS-Zellen 
30 beschrankt. Im Prinzip kann jede transf ektierbare SSuger- 
zelllinie hierfttr verwendet werden. Signale, die eine starke 
Transkription bewirken konnen. sind z.B. die friihen und 
spaten Promotoren von SV40. der Promoter und Enhancer des 
"major immediate-ear ly" Gens des HCMV (humaner Cytomegalo- 
35 virus), die LTRs ("long terminal repeats' 1 ) von Retroviren, 
wie beispielsweise RSV, HIV und MMTV. Es kdnnen aber auch 
Signale von zellularen Genen. wie z.B. die Promotoren des 
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Aktin- und Collagenase-Gens, verwendet werden. 

Alternativ k5nnen aber auch stabile Zelllinien. die die 
spezifische DNA-Sequenz im Genom (Chroraosora) integriert 

5 haben. erhalten werden. Hierzu wird die DNA-Sequenz zusammen 
mit einem selektierbaren Marker, z.B. Neomycin, Hygromycin. 
Dihydrofolat-Reduktase (dhfr) Oder Hypoxanthin-Guanin-Phos- 
phoribosyltransf erase (hgpt) kotransf ektiert . Die stabil ins 
Chromosom eingebaute DNA-Sequenz kann auch noch stark ver- 

10 raehrt werden. Ein geeigneter Selektionsmarker hierfiir ist 
beispielsweise die Dihydrof olat-Reduktase (dhfr). S3uger- 
zellen (z.B. CHO-Zellen). welche kein intaktes dhfr-Gen 
enthalten. werden hierbei nach erfolgter Transfektion mit 
steigenden Mengen von Methotrexat inkubiert. Auf diese Weise 

15 konnen Zelllinien erhalten werden. welche mehr als tausend 
Kopien der gewiinschten DNA-Sequenz enthalten. 

SMugerzellen, welche ftir die Expression verwendet werden 
konnen, sind z.B. Zellen der menschlichen Zelllinien Hela 
20 [ATCC CCL2] und 293 [ATCC CRL 1573], sowie 3T3- [ATCC CCL 
163] und L-Zellen, z.B. [ATCC CCL 149], (CHO) -Zellen [ATCC 
CCL 61], BHK [ATCC CCL 10]-Zellen sowie die CV 1 [ATCC CCL 
70]- und die COS-Zelllinien [ATCC CRL 1650. CRL 1651]. 

25 Geeignete Expressionsvektoren urafassen beispielsweise 

Vektoren wie pBC12MI [ATCC 67 109], pSV2dhfr [ATCC 37 146], 
pSVL [Pharmacia, Uppsala, Sweden], pRSVcat [ATCC 37 152] und 
pMSG [Pharmacia, Uppsala. Sweden], Besonder bevorzugte 
Vektoren sind die in Beispiel 9 verwendeten Vektoren "pKig" 

30 und "pN123». Diese k6nnen aus den rait ihnen transf ormierten 
E. coli-StSmmen HB101(pK19) und HBl01(pN123) nach bekannten 
Methoden isoliert werden [42]. Diese E. coli-Stamrae wurden 
am 26. Januar 1990 bei der Deutschen Sammlung von Mikro- 
organismen und Zellkulturen GmbH (DSM) in Braunschweig, BRD 

35 unter DSM 5761 ftir HBloT(pK19) und DMS 5764 ftir HB10l7pN123) 
hinterlegt . 
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Die Art und Weise wie die Zellen transf ektiert werden 
hSngt vom gewShlten Expressions- und Vektorsystem ab. Eine 
Uebersicht iiber diese Methoden findet man z.B. bei Pollard 
et al., "DNA Transformation of Mammalian Cells" in "Methods 

5 in Molecular Biology" [Nucleic Acids Vol. 2, 1984, Walker, 
J.M., ed, Humana, Clifton, New Jersey], Weitere Methoden 
findet man bei Chen und Okayaraa ["High-Efficiency Transfor- 
mation of Mammalian Cells by Plasmid DNA", Molecular and 
Cell Biology 7. 2745-2752, 1987] und bei Feigner [Feigner et 

10 al., "Lipofectin: A highly efficient, lipid-raediated 

DNA-transfection procedure", Proc. Nat. Acad. Sci. USA 84. 
7413-7417, 1987]. 

Zur Expression in Insektenzellen kann das Baculovirus- 

15 -Expressions-System, welches schon fur die Expression einer 
Reihe von Proteinen erfolgreich eingesetzt worden ist (fiir 
eine Uebersicht siehe Luckow and Summers, Bio/Technology 6, 
47-55, 1988), verwendet werden. Rekombinante Proteine konnen 
authentisch oder als Fusionsproteine hergestellt werden. Die 

20 so hergestellten Proteine kSnnen auch modifiziert, wie 

beispielsweise glykosyliert (Smith et al., Proc. Nat. Acad. 
Sci. USA 82, 8404-8408, 1987) sein. Fur die Herstellung 
eines rekombinanten Baculovirus, der das gewunschte Protein 
exprimiert, verwendet man einen sogenannten "Transfer- 

25 vektor". Hierunter versteht man ein Plasmid, welches die 
heterologe DNA-Sequenz unter der Kontrolle eines starken 
Promoters, z.B. dem des Polyhedr ingens , enthSlt, wobei diese 
auf beiden Seiten von viralen Sequenzen umgeben ist. Beson- 
ders bevorzugte Vektoren sind die in Beispiel 10 verwendeten 

30 Vektoren "pN113". »pN119» und »pN124". Diese konnen aus den 
mit ihnen transf ormierten E. coli-Stammen HB101(pNll3) , 
HB101(pN119) und HB101(pN124) nach bekannten Methoden iso- 
liert werden [42]. Diese E. coli-stamme wurden am 26. Januar 
1990 bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganisraen und 

35 Zellkulturen GmbH (DSM) in Braunschweig, BRD, unter DSM 5762 
fiir HB101(pN113). DSM 5763 fiir HB101(pN119) und DSM 5765 fiir 
HB101(pN124) hinterlegt. Der Transf ervektoc wird dann 
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zusammen mit DNA des Wildtyp-Baculovirus in die Insekten- 
zellen transf ektiert . Die in den Zellen durch homologe 
Recombination entstehenden rekombinanten Viren konnen dann 
nach bekannten Methoden identif iziert und isoliert werden. 
5 Eine Uebersicht ttber das Baculovirus-Expressionssystem und 
der dabei verwendeten Methoden f indet man bei Luckow und 
Summers [52]. 

Exprimierte TNF-BP wie ihre nichtloslichen oder 16s- 
10 lichen Fragraente konnen dann nach im Stand der Technik 

bekannten Methoden der Proteinchemie, wie beispielsweise den 
bereits auf Seiten 5-6 beschriebenen Verfahren, aus der 
Zellraasse oder den Kulturiiberstanden gereinigt werden. 

15 Die erf indungsgeroMss erhaltenen TNF-BP konnen auch als 

Antigene zur Erzeugung von poly- und monoklonalen Anti- 
korpern nach bekannten Methoden der Technik [44,45] oder 
gemass dem in Beispiel 3 beschriebenen Verfahren verwendet 
werden. Solche Antikorper. insbesondere raonoklonale Anti- 

20 korper gegen die 75 kD-TNF-BP-Spez ies , sind ebenfalls Gegen- 
stand der vorliegenden Erfindung. Solche gegen die 75 kD 
TNF-BP gerichtete Antikdrper konnen durch dem Fachraann 
gelaufige Modif ikationen des in den Beispielen 4-6 im Detail 
beschriebenen Reinigungsverf ahrens zur Isolierung von TNF-BP 

25 eingesetzt werden. 

Auf Grund der hohen Bindungsaf f initat erf indungsgemasser 

TNF-BP ftir TNF (K,-Werte in den Grossenordnungen von 
_9 -10 

10 - 10 M) kdnnen diese oder Fragmente davon als 
30 Diagnostika zum Nachweis von TNF in Serum oder anderen 
Korperf ltfssigkeiten nach im Stand der Technik bekannten 
Methoden, beispielsweise in Fes tphasenbindungstests oder in 
Verbindung mit Anti-TNF-BP-Antikorpern in sogenannten 
"Sandwich"-Tests. eingesetzt werden. 

35 

Im Ubrigen konnen erf indungsgemasse TNF-BP einerseits 
zur Reinigung von TNF und andererseits zum Auffinden von 
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TNF-Agonisten sowie TNF-Antagonisten nach im Stand der 
Technik bekannten Verfahren verwendet werden. 

Die erf indungsgemassen TNF-BP sowie deren physiologisch 
5 vertr^gliche Salze, die nach im Stand der Technik bekannten 
Methoden hergestellt werden konnen, kSnnen auch zur Herstel- 
lung von pharmazeutischen PrSparaten, vor allem solchen zur 
Behandlung von Krankheiten. bei deren Verlauf TNF involviert 
ist. verwendet werden. Dazu kann eine oder mehrere der 
10 genannten Verbindungen, falls wiinschenswert bzw. erforder- 
lich in Verbindung rait anderen pharmazeutisch aktiven 
Substanzen, rait den ublicherweise verwendeten festen oder 
flilssigen TrSgermaterialien in bekannter Weise verarbeitet 
werden. Die Dosierung solcher PrSparate kann unter Beruck- 
15 sichtigung der iiblichen Kriterien in Analogie zu bereits 
verwendeten PrSparaten ahnlicher Aktivitat und Struktur 
erf olgen. 

Nachdem die Erfindung vorstehend allgemein beschrieben 
20 worden ist, sollen die folgenden Beispiele Einzelheiten der 
Erfindung veranschaulichen, ohne dass diese dadurch in 
irgendeiner Weise eingeschrankt wird. 

Beispiel 1 

25 

Nachweis von TNF-bindenden Proteinen 

Die TNF-BP wurden in einera Filtertest rait huraanera radio- 
125 

jodiertem I -TNF nachgewiesen. TNF (46.47) wurde mit 
30 Na I (IMS40. Amersham, Amersham, England) und Iodo-Gen 
(#28600, Pierce Eurochemie, Oud-Bei jerland, Niederlande) 
nach Fraker und Speck [48] radioaktiv raakiert. Zum Nachweis 
der TNF-BP wurden isolierte Merabranen der Zellen oder ihre 
solubilisierten, angereicherten und gereinigten Fraktionen 
35 auf angef euchtete Nitrocellulose-Filter (0.45 \l, BioRad, 
Richmond. California. USA) aufgetragen. Die Filter wurden 
dann in Pufferlosung mit 1% entfettetem Milchpulver 
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blockiert und anschliessend mit 5»10 cpm/ral 
125 8 

I-TNFa (0.3-1. 0*10 cpm/ug) in zwei AnsMtzen 

rait und ohne Beigabe von 5ug/ml nicht-raarkier tem TNPa 

inkubiert. gewaschen und luf tgetrocknet . Die gebundene 

RadioaktivitSt wurde autoradiographisch seraiquantitativ 

nachgewiesen oder in einem y-Counter gezahlt. Die spezi- 
125 

fische I-TNF-a-Bindung wurde nach Korrektur ftir 
unspezif ische Bindung in Anwesenheit von unmarkiertem 
TNF-a im Ueberschuss ermittelt. Die spezifische 
TNF-Bindung im Filtertest wurde bei verschiedenen 
TNF-Konzentrationen geraessen und nach Scatchard analysiert 
[33], wobei ein K d -Wert von ~10~ 9 -10 _1 °M ermittelt 
wurde. 

Beispiel 2 
Zellextrakte von HL-60-Zellen 

HL60 Zellen [ATCC-Nr . CCL 240] wurden in exper imentellem 
Labormasstab in einem RPMI 1640-Medium [GIBCO-Katalog Nr. 
074-01800], das noch 2 g/1 NaHC0 3 und 5% fotales Kalber- 
serum enthielt, in einer 5% C0 2 -Atmosphare kultiviert und 
anschliessend zentrif ugiert . 

Zum Erzielen hoher Zelldichten in technischem Masstab 
wurde f olgendermassen verfahren. Die ZQchtung wurde in einem 
75 1 Airlif tf ermenter (Fa. Chemap, Schweiz) mit 58 1 
Arbeitsvolumen durchgef tihrt . Hierfur wurde das Kassetten- 
membransystem "PROSTAK" (Millipore. Schweiz) mit einer 
Merabranf 13che von 0,32 m 2 (1 Kassette) in den ausseren 
Zirkulationskreislauf integriert. Das Kulturmedium (siehe 
Tabelle 1) wurde mit einer Watson-Mar low Pumpe, Typ 603U, 
mit 5 1/min. umgepumpt. Nach einer Darapf sterilisation der 
Anla ge, wobei das "PROSTAK " S ystem im Autokla ven separat 
sterilisiert wurde, wurde die Fermentation rait wachsenden 
HL-60 Zellen aus einem 20 1 Air liftf ermenter (Chemap) 
gestartet. Die Zellztlchtung im Impff ermenter erfolgte im 
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konventionellen Batchverf ahren in dem Medium gem3ss Tabelle 
1 und einem Startzelltiter von 2xl0 5 Zellen/ml. Nach 4 
Tagen wurde der HL60 Ansatz mit einem Titer von 4,9xl0 6 
Zellen/ml in den 75 1 Fermenter ttberfOhrt. Det pH-Wert wurde 

5 bei 7,1 und der p<> 2 Wert bei 25% sattigung gehalten, wobei 
der Sauerstof f eintrag durch eine mikroporose Fritte 
erfolgte. Nach anfSnglicher Batchf ermentation wurde am 2. 
Tag die Perfusion bei einem Zelltiter von 4xl0 6 Zellen/ml 
mit 30 1 Mediumsaustausch pro Tag gestartet. Auf der 

10 Filtratseite der Membran wurde das kondit ionierte Medium 
abgezogen und durch den Zulauf von frischem Medium ersetzt. 
Das Zulaufmedium wurde wie folgt verstarkt: Primatone von 
0,25% auf 0.35%, Glutamin von 5 mM auf 6 mM und Glucose von 
4 g/1 auf 6 g/1. Die Perf usionsrate wurde dann am 3. und 4. 

15 Tag auf 72 1 Medium/Tag und am 5. Tag auf 100 1 Medium/Tag 

erhoht. Nach 120 Stunden der kontinuierlichen Ziichtung wurde 

die Fermentation beendet. Unter den gegebenen Fermen- 

tationsbedingungen erfolgte exponentielles Zellwachstum bis 
6 

40x10 Zellen/ml. Die Verdopplungszeit der Zellpopulation 
2o betrug bis lOxlO 6 Zellen/ml 20-22 Stunden und stieg dann 
mit zunehmender Zelldichte auf 30-36 Stunden an. Der Anteil 
der lebenden Zellen lag wShrend der gesamten Ferraentations- 
zeit bei 90-95%. Der HL-60 Ansatz wurde dann im Fermenter 
auf ca. 12°C heruntergekUhlt und die Zellen durch 
25 Zentrifugation (Beckman-Zentrif uge [Modell J-6B, Rotor JS], 
3000 rpm, 10 min., 4°C) geerntet. 

Tabelle 1 



30 HL-60 Medium 
Komponenten 



Konzentrationen 
mq/1 



35 



CaCl 2 (wasserfrei) 

Ca(N0 3 ) 2 #4H 2° 

4 2 

Fe(N0 3 ) 3* 9H 2° 
FeS0 4 »7H 2 0 



112,644 
20 

0, 498*10 
0,02 
0, 1668 
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KC1 
KNC 3 

MgCl^ (wasserfrei) 
MgSO^ (was6erf rei) 
NaCl 

Na 2 HP0 4 (wasserfrei) 

NaH PO •HO 

2 4 2 

Na 2 Se0 3 »5H 2 0 

ZnSO »7H o 0 
4 2 

D-Glucose 

Glutathion (red.) 

Hepes-Puf fer 

Hypoxanthin 

Linolsaure 

Liponsaure 

Ptienolrot 

Putrescin 2HC1 

Na-Pyruvat 

Thymidin 

Biotin 

D-Ca-Pantothenat 

Cholinchlorid 

Folsaure 

i-Inositol 

Niacinaraid 

Nicotinamid 

para-Arainobenzoesaure 
Pyridoxal HC1 
Pyridoxin HC1 
Riboflavin 
Thiamin HC1 
Vitamin B 12 

L-Al'ahln 

L-Asparagins3ure 
L-Asparagin H.O 



336.72 
0,0309 
11,444 
68.37 
5801,8 
188,408 
75 
9,6»10" 
0. 1726 

4000 
0.2 

2383,2 
0.954 
0.0168 
0,042 
10.24 

0.0322 
88 
0,146 
0,04666 
2.546 
5.792 
2,86 
11.32 
2,6 

0,0074 
0.2 

2.4124 
0,2 

0.2876 
2, 668 
0. 2782 

11.78 
10 

14. 362 
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L-Arginin 
L-Arginin HC1 
L-Aspactat 
L-Cystin 2HC1 
L-Cystein HC1»H 2 0 
L-Glutarainsaure 
L-Glutarain 
L-Glycin 
L-Histidin 
L-Histidin HC1»H 2 0 



L-Hydroxypyrolin 

L-Isoleucin 

L-Leucin 

L-Lysin HC1 
ig L-Methionin 

L-Phenylalanin 

L-Prolin 

L-Ser in 

L-Threonin 
20 L-Tryptophan 

L-Tyrosin»2Na 

L-Valin 



40 

92,6 

33.32 

62.04 

7.024 
36.94 
730 
21.5 

3 

27.392 
4 

73.788 
75. 62 
102.9 
21.896 
43. 592 
26.9 
31.3 
53 

11.008 

69.76 

62.74 



Penicillin/Streptomycin 100 U/ml 

25 Insulin (human) 5 jig/ml 

Tranferrin (human) 15 ug/ral 

Rinderserumalbumin 67 ug/ml 

Primatone RL (Sheffield Products. 

Norwich NY. USA) 0.25% 
30 Pluronic F68 

(Serva, Heidelberg. BRD) 0,01% 

Fotales Kalberserum 0.3-3% 



Das Zentrifugat wurde mit isotonem Phosphatpuf f er (PBS; 
35 0.2 g/1 KC1, 0.2 g/1 KH 2 P0 4# 8.0 g/1 NaCl. 2.16 g/1 

Na 2 HP0 4 * 7H 2 0) ' dec mit 5% Dimeth y lf orraamid. 10 mM 
Benzamidin. 100 E/ml Aprotinin, 10 uM Leupeptin, 1 uM 
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Pepstatin. 1 mM o*-Phenanthrolin, 5 mM Jodacetaraid, 1 mM 
Phenylmethylsulf onylf luorid versetzt war (im folgenden als 
PBS-M bezeichnet). gewaschen. Die gewaschenen Zellen wucden 
bei einer Dichte von 2.5»10 8 Zellen/ml in PBS-M rait 
5 Triton X-100 (Endkonzentration 1,0%) extrahiert. Der Zell- 
extrakt vurde durch Zentrif ugation geklart (15'000 x g, 
1 Stunde; 100*000 x g, 1 Stunde). 



Herstelluna von monoklonalen (TNF-BP)-Antikorpern 

Ein gemSss Beispiel 2 erhaltener Zentrif ugationsiiber- 
stand aus Kultivierung von HL60-Zellen im experimentellen 

15 Laborraasstab wurde im Verhaltnis 1:10 mit PBS verdiinnt. Der 
verdunnte Ueberstand wurde bei 4°C auf eine Saule aufge- 
tragen (Flussrate: 0,2 ral/min.), die 2 ml Affigel 10 ent- 
hielt (Bio Rad Katalog Nr. 153-6099). an das 20 rag rekora- 
binantes humanes TNF-a [Pennica, D. et al. (1984) Nature 

20 ill. 724; Shirai, T. et al. (1985) Nature 313, 803; Wang, 

A.M. et al. (1985) Science 228 , 149] gemass den Erapfehlungen 
des Herstellers gekoppelt worden war. Die Saule wurde bei 
4°C und einer Durchf lussrate von 1 ml/rain zuerst mit 20 ml 
PBS, das 0,1% Triton X 114 enthielt und danach mit 20 ml PBS 

25 gewaschen. So angereichertes TNF-BP wurde bei 22°C und einer 
Flussrate von 2 ml/rain rait 4 ml 100 mM Glycin, pH 2.8, 0.1% 
Decylraaltosid eluiert. Das Eluat wurde in einer Centricon 30 
Einheit [Araicon] auf 10 m! konzentr iert . 

30 10 V- 1 dieses Eluates wurden mit 20 ul vollstandigem 

Freundschen Adjuvans zu einer Emulsion gemischt. Je 10 ul 
der Emulsion wurden gemass dera von Holmdahl, R. et al. 
[(1985), J. Immunol. Methods 8J., 379] beschr iebenen Ver- 
fahren an den Tagen 0, 7 und 12 in eine hintere Fusspfote 

35 einer narkotisierten Balb/c-Maus injiziert. 



Beispiel 3 



10 
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Am Tag 14 wurde die immunisierte Maus get5tet, der 
popliteale Lymphknoten herausgenommen. zerkleinert und in 
Iscove's Medium (IMEM, GIBCO Katalog Nr. 074-2200). das 
2 g/1 NaHC0 3 enthielt, dutch wiederholtes Pipettieren 

5 suspendiect. GemSss einem modif izierten Verfahren von De 

St.Groth und Scheidegger [J. Immunol. Methods (1980), 35, i] 
wucden 5xl0 7 Zellen des Lymphknotens rait 5xl0 7 PAI Maus- 
-Myelomazellen (J.W. Stocker et aL, Research Disclosure. 
217. Mai 1982, 155-157), die sich in logar ithmischem 

10 Wachstum befanden, fusioniert. Die Zellen wurden geraischt, 
durch Zentrifugation gesararaelt und durch leichtes Schiitteln 
in 2 ml 50% (v/v) Polyethylenglycol in IMEM bei Raumtempera- 
tur cesuspendiert und durch langsame Zugabe von 10 ml IMEM 
wahrend 10 Minuten vorsichtigen Schiittelns verdunnt. Die 

15 Zellen wurden durch Zentrifugation gesammelt und in 200 ml 
vollstandigera Medium [IMEM + 20% fotales Kalberserum, 
Glutamin (2,0 mM) , 2-Mercaptoethanol (100 uM) . 100 uM 
Hypoxanthine, 0,4 uM Aminopterine und 16 *iM Thymidine 
(HAT) ] resuspendiert . Die Suspension wurde auf 10 Gewebe- 

20 kulturschalen. die jeweils 96 Vertiefungen enthielten. 
verteilt und ohne Wechsel des Mediums bei 37°C in einet 
Atmosphare von 5% C0 2 und einer relativen Luf tf euchtigkeit 
von 98% 11 Tage lang inkubiert. 

25 Die Antikorper zeichnen sich aus durch ihre inhibierende 

Wirkung auf die TNF-Bindung an HL60-Zellen Oder durch ihre 
Bindung an Antigen im Filtertest gemass Beispiel 1. Zum 
Nachweis der biologischen Aktivitat von anti (TNF-BP) -Anti- 
korpern wurde f olgendermassen verfahren: 5xl0 6 HL60 oder 

30 U937-Zellen wurden in volls tSndigem RPMI 1640 Medium 
zusammen mit af f initStsgereinigten monoklonalen anti- 
-(TNF-BP)-Antikorpern oder Kontrollantikorpern (d.h. 
solchen. die nicht gegen TNF-BP gerichtet sind) in einem 
Konzentrationsbereich von 1 ng/ml bis 10 ug/ml inkubiert. 

35 Nach einer Stunde Inkubation bei 37°C wurden die Zellen 
durch Zentrifugation gesammelt und mit 4,5 ml PBS bei 0°C 
gewaschen. Sie wurden in 1 ml vollstMndigem RPMI 1640 Medium 
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(Beispiel 2), das zusatzlich 0.1% Natriumazid und 125 t 
6 

-TNFa (10 cpra/ral) mit Oder ohne Beigabe von unmar- 

kiectem TNFa (s.o.) enthielt, resuspendiert . Die spezifi- 

125 

sche Radioaktivitat des I -TNFa betrug 700 Ci/ramol. 

5 Die Zellen wurden 2 Stunden bei 4°C inkubiert. gesamraelt und 
4 mal mit 4,5 ml PBS, das 1% BSA und 0.001% Triton X 100 
(Fluka) enthielt. bei 0°C gewaschen. Die an die Zellen 
gebundene RadioaktivitSt wurde in einera Y-Scintillations- 
zahler geraessen. In einem vergleichbaren Experiment wurde 

10 die zellgebundene Radioaktivitat von Zellen. die nicht mit 
anti-(TNF-BP)-Antikorpern behandelt worden waren. bestimmt 
(ungefahr 10 000 cpm/5xl0 6 Zellen). 



15 



Beispiel 4 

Af f initatschromatoaraphie 



Filr die weitere Reinigung wurden jeweils ein gemass 
Beispiel 3 erhaltener monoklonaler anti-(55 kD TNF-BP) -Anti- 

20 korper (2.8 mg/ml Gel). TNFa (3.0 mg/ml Gel) und Rinder- 
serumalbumin (BSA. 8.5 mg/ml Gel) geraSss den Vorschriften 
des Herstellets kovalent an CNBr-aktivierte Sepharose 4B 
(Pharmacia. Uppsala. Schweden) gekoppelt. Der gemass 
Beispiel 2 erhaltene Zellextcakt wurde uber die so herge- 

25 stellten und in der folgenden Reihenfolge hintereinander- 
geschalteten saulen geleitet: BSA-Sepharose-VorsSule. Immun- 
aff initatssaule [Anti-(55 kD-TNF-BP)-Antikorper ] . TNFa- 
-Ligand-Af f initatssaule. Nach vollstandigera Auftrag wurden 
die beiden letz tgenannten SSulen abgetrennt und einzeln £iir 

30 sich mit je 100 ml der folgenden Puf f er losungen gewaschen: 
(1) PBS. 1.0% Triton X-100. 10 mM Benzamidin. 100 E/ml 
Aprotinin; (2) PBS. 0.1% Triton X-100. 0.5M NaCl. 10 mM ATP. 
10 raM Benzamidin. 100 E/ml Aprotinin; und (3) PBS. 0.1% 
Triton X-100. io mM Benzamidin. 100 E/ml Aprotinin. Sowohl 

35 die Immun-Tls auch die "TNFa-Ligand-Af f initatssaule wurden 
dann mit 100 mM Glycin pH 2.5. 100 mM NaCl. o.2% Decyl- 
raaltoside. 10 raM Benzamidin. 100 E/ml Aprotinin jede fur 
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sich eluiert. Die im Filtertest gemass Beispiel 1 aktiven 
Fraktionen jeder Saule wurden danach jeweils vereint und mit 
1M Tris pH 8,0 neutralisiert. 

5 Die so vereinten TNF-BP-aktiven Fraktionen dec Imraun- 

-Af f initatschroraatographie eiiierseits und der TNFa-Ligand- 
-Af f initatschroraatographie andererseits wurden zuc weiteren 
Reinigung nochmals auf je eine kleine TNFa-Ligand-Af f ini- 
tatssaule aufgetragen. Danach wurden diese beiden Saulen mit 

10 . je 40 ml von (1) PBS, 1,0% Triton X-100. 10 mM Benzamidin, 
100 E/ml Aprotinin, (2) PBS, 0,1% Triton X-100, 0,5M NaCl. 
10 mM ATP, lOraM Benzamidin, 100 E/ral Aprotinin, (3) PBS, 
0.1% Triton X-100, (4) 50 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 1,0% 
NP-40, 1,0% Desoxycholat. 0,1% SDS, (5) PBS, 0,2% Decyl- 

15 maltosid gewaschen. Anschliessend wurden die SMulen mit 
100 mM Glycin pH 2.5, 100 mM NaCl, 0,2% Decylmaltosid 
eluiert. Fraktionen von 0.5 ml von jeder saule wurden fiir 
sich gesammelt und die gemass Filtertest (Beispiel 1) 
aktiven Fraktionen" von jeder Saule jeweils fiir sich vereint 

20 und in einer Centr icon-Einheit (Araicon, Molekulargewichts- 
-Ausschluss 10-000) auf konzentriert. 

Beispiel 5 

25 Auftrennuno mittels HPLC 

Die gemass Beispiel 4 erhaltenen aktiven Fraktionen 
wurden gemass ihrer unterschiedlichen Herkunft (Immun- bzw. 
Ligand-Af f initatschromatographie) jeweils fiir sich auf C1/C8 

30 Umkehrphasen-HPLC-Saulen (ProRPC, Pharmacia. 5x20 mm), die 
rait 0,1% Trif luoressigsaure, 0,1% Octylglucos id equilibriert 
worden waren, aufgetragen. Die Saulen wurden dann mit einera 
iinearen Acetonitr il-Gradienten (0-80%) im gleichen Puffer 
bei einem Fluss von 0.5 ml/min eluiert. Fraktionen von 

35 1,0 ml wurden von jeder Saule gesammelt und die aktiven 

Fraktionen von jeder Saule fiir sich vereint (Nachweis gemass 
Beispiel 1), 
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Beispiel 6 
Auftrennunq mittels SDS-PAGE 

5 Die gemass Beispiel 5 erhaltenen und gemass Filtertest 

(Beispiel 1) aktiven Fraktionen wurden durch SDS-PAGE gemass 
[34] weiter aufgetrennt. Dazu wurden die Proben in SDS- 
-Probenpuf f er wShrend 3 Minuten auf 95°C erhitzt und 
anschliessend auf einem 12% Acrylamid-Trenngel mit einem 

10 5%igen Sammelgel elektrophoretisch aufgetrennt. Als Referenz 
zur Bestimmung der scheinbaren Molekulargewichte auf dem 
SDS-PAGE Gel wurden die folgenden Eichproteine verwendet: 
Phosphorylase B (97.4 kD) , BSA (66,2 kD) , Ovalbumin 
(42,7 kD), Carboanhydrase (31,0 kD) , Soya Trypsin-Inhibitor 

15 (21.5 kD) und Lysozym (14.4 kD). 

Unter den genannten Bedingungen wurden fiir Proben, die 
gemass Beispiel 4 durch TNF-a-Ligandenaf f initatschromato- 
graphie von Iramunaf f initatschromatographieeluaten erhalten 

20 und durch HPLC gemass Beispiel 5 weiter aufgetrennt worden 
waren, zwei Banden von 55 kD und 51 kD sowie dcei schwachere 
Banden von 38 kD, 36 kD und 34 kD erhalten. Diese Banden 
wurden in einem Mini Trans Blot System (BioRad, Richmond. 
California, USA) elektrophoretisch wahrend 1 Stunde bei 

25 100 V in 25 ibM Tris, 192 mM Glycin, 20% Methanol auf eine 
PVDF-Membran (Iramobilon, Millipore. Bedford. Mass. USA) 
transferiert . Danach wurde die PVDF-Membran entweder mit 
0,15% Serva-Blau (Serva, Heidelberg. BRD) in Methanol/Was- 
ser/Eisessig (50/40/10 Volumenteile) auf Protein gefSrbt 

30 oder mit entfettetem Milchpulver blockiert und anschliessend 
zum Nachweis von Banden rait TNF-BP-Aktivitat mit 125 I- 
-TNFa gemass den in Beispiel 1 beschr iebenen Filtertest- 
bedingungen inkubiert. Dabei zeigte sich. dass alle in der 
Proteinfarbung zur Darstellu ng gelangten Banden spezifisch 

35 TNFa banden. Alle diese Banden banden im Western Blot nach 
Towbin et al. [38] auch den gemass Beispiel 3 hergestellten 
monoklonalen Anti-55kD-TNF-BP-Antik6rper . Dabei wurde ein 
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gemSss dem in Beispiel 1 beschr iebenen Verfahren mit 
125 

Na I radioaktiv markierter, af f initatsgereinigter 
(Mausimmunglobulin-Sepharose-4B-Af f initMtssSule) 
Kaninchen-anti-Maus-Immunoglobulin-Antikdrper zum 
5 autoradiographischen Nachweis dieses Antikorpers eingesetzt. 

Proben, die gemass Beispiel 4 durch zweimalige TNF-a- 
-Ligandenaf f initatschroraatographie des Durchlaufs der Imraun- 
af f initatschromatographie erhalten und durch HPLC gemass 

10 Beispiel 5 weiter aufgetrennt worden waren. zeigten unter 
den oben spezif izierten SDS-PAGE- und Blottransf er-Be- 
dingungen zwei zusatzliche Banden von 75 IcD und 65 kD, die 
beide im Filtertest (Beispiel 1) spezifisch TNF banden. Ira 
Western Blot gemass Towbin et al. (s.o.) reagierten die 

15 Proteine dieser beiden Banden nicht mit dem gemass Beispiel 
3 hergestellten anti-(55 kD TNF-BP) -Antikorper . Sie reagier- 
ten allerdings mit einem monoklonalen Antikorper, der 
ausgehend von der 75 kD-Bande (anti-75 kD TNF-BP-Ant ikorper ) 
gemass Beispiel 3 erzeugt worden war. 

20 

Beispiel 7 

Aminosauresequenzana lyse 

25 Zur Aminosauresequenzanalyse wurden die gemass Beispiel 

5 erhaltenen und geroSss Filtertest (Beispiel 1) aktiven 
Fraktionen mittels der in Beispiel 6 beschr iebenen, nun 
jedoch reduzierenden, SDS-PAGE Bedingungen (SDS-Probenpuf f er 
mit 125 mM Di thiothreitol) aufgetrennt. Es wurden die 

30 gleichen Banden wie gemSss Beispiel 6 gefunden. die aller- 
dings auf Grund der reduzierenden Bedingungen der SDS-PAGE 
im Vergleich zu Beispiel 6 alle um etwa 1-2 kD h5here 
Molekulargewichte zeigten. Diese Banden wurden dann gemass 
Beispiel 6 auf PVDF-Membranen ubertragen und mit 0,15% 

35 Serva-Blau in Methanol/Wasser/Eisessig (50/40/10 Volumen- 
teile) wahrend 1 Minute gefarbt, mit Methanol/Wasser/Eis- 
essig (45/48/7 Volumenteile) entfarbt, mit Wasser gespiilt. 



j, ** ** t rf 6 .t # * 4 * 

5 I- f***.» 'f* 

- 25 - 

luf tgetrocknet und danach ausgeschnitten. Bei samtlichen 
schritten wurden zur Vermeidung von N-terminaler Blockierung 
die von Hunkapiller [34] angegebenen Bedingungen einge- 
halten. ZunSchst wurden die gereinigten TNF-BP unverSndert 

5 zur Aminosauresequenzierung eingesetzt. Um zusatzliche 
Seguenzinf ormation zu erhalten. wurden die TNF-BP nach 
Reduktion und S-Carboxyroethylierung [Jones. B.N. (1986) in 
"Methods of Protein Microcharacterisation" , J.E. Shively, 
ed., Humana Press, Clifton NJ, 124-125] rait Bromcyan (Tarr, 

-IQ G.E. in "Methods of Protein Microcharacterisat ion" , 165-166, 
op.cit.). Trypsin und/oder Proteinase K gespalten und die 
Peptide mittels HPLC nach bekannten Methoden der Protein- 
chemie aufgetrennt. So vorbereitete Proben wurden dann in 
einem automat isier ten Gasphasen-Mikrosequenzier-Gerat 

15 (Applied Biosystems Modell 470A, ABI , Foster City, Calif., 
USA) mit einem on-line nachgeschalteten automat isier ten HPLC 
PTH-Arainosaureanalysator (Applied Biosystems Modell 120, ABI 
s.o.) sequenziert, wobei die folgenden Arainosauresequenzen 
bestimmt wurden: 

20 

1., Fur die 55 kD-Bande (gemass nichtreduzierender SDS-PAGE): 
Leu-Val-Pro-His-Leu-Gly-Asp-Arg-Glu-Lys-Arg-Asp-Ser-Val- 

Cys-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-Ile-His-Pro-Gln-X-Asn-Ser-Ile, 
und 

25 Ser-Thr-Pro-Glu-Lys-Glu-Gly-Glu-Leu-Glu-Gly-Thr-Thr-Thr- 
Lys 

wobei X fiir einen Aminosaurerest steht, der nicht 
bestimmt werden konnte. 

30 2., Fiir die 51 kD und die 38 kD-Banden (gemass 
nichtreduzierender SDS-PAGE): 
Leu-Val-Pro-His-Leu-Gly-Asp-Arg-Glu 

3 :„' Fflr di ®.,65 kD-Bande (gemass^ nichtreduzierender... SDS-PAGE), : 
35 Bei der N-terminalen Sequenzierung der 65 kD Bande 

wurden bis zura 15. Rest ohne Unterbrechung zwei 
parallele Sequenzen ermittelt. Da eine der beiden 
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Sequenzen einer Teilsequenz des. Ubiquitins [36,37] 
entsprach, wurde f lir die 65 kD-Bande die folgende 
Sequenz abgeleitet: . 

Leu-Pro-Ala-Gln-Val-Ala-Phe-X-Pro-Tyr-Ala-Pro-Glu-Pro-Gly- 
Ser-Thr-Cys. 

wobei X fur einen Aroinosaurerest steht. dec nicht 
bestimmt werden konnte. 

Weitere Peptidsequenzen fur 75(65)kDa-TNF-BP wurden 
bestimmt: 

Ile-X-Pro-Gly-Phe-Gly-Val-Aia-Tyr-Pro-Ala-Leu-Glu 
und 

Ser-Gln-Leu-Glu-Thr-Pro-Glu^Thr-Leu-Leu-Gly-Ser-Thr-Glu- 

Glu-Lys-Pro-Leu 

und 

Val-Phe-Cys-Thr 
und 

Asn-Gln-Pro-Gln-Aia-Pro-Gly-VaUGlu-Ala-Ser-Gly-Ala-Gly- 

Glu-Ala 

und 

Leu-Cys-Ala-Pro 
und 

Val-Pro-His-Leu-Pro-Ala-Asp 
und 

Gly-Ser-Gln-Gly-Pro-Glu-Gln-Gln-X-X-Leu-Ile-X-Ala-Pro 

wobei X ftir einen Aroinosaurerest steht. der nicht 
bestimmt werden konnte. 

Beispiel 8 

Bestimmung von Basen-Sequenzen von komplementarer DNA (cDNA) 

Ausgehend von der Aminosauresequenz geraass Formel IA 
wurden unter BerUcksichtigung des genetischen Codes zu den 
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Arainosaureresten 2-7 und 17-23 entsprechende, vollstSndig 
degenerierte Oligonucleotide in geeigneter Kompleraentar itat 
synthetisiert ("sense" and "antisense" Oligonucleotide). 
Totale zellulare RNA wurde aus HL60-Zellen isoliert [42, 
5 43 J, und dec etste cDNA-Strang durch Oligo-dT-Priming oder 
durch Priming mit dem "antisense" Oligonucleotid mittels 
eines cDNA-Synthese-Kits (RPN 1256, Araershara, Amersham. 
England) gemSss der Anleitung des Herstellers synthetisiert. 
Dieser cDNA-Strang und die beiden synthetisierten degene- 

!Q rierten "sense" und "anti-sense" Oligonucleotide wurden in 
einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR, Perkin Elmer Cetus. 
Norwalk, CT. USA gemMss Anleitung des Herstellers) dazu 
verwendet, die fiir die Aminosaure-Reste 8-16 (Formel IA) 
codierende Basesequenz als cDNA-Fragment zu synthet isieren. 

15 Die Basensequenz dieses cDNA-Fragmentes lautet: 

5 • - AGGGAGAAGAGAGATAGTGTGTGTCCC- 3 ' . Dieses cDNA-Fragment 
wurde als Probe verwendet, um nach bekannten Verfahren einen 
fiir das 55 kD TNF-BP codierenden cDNA-Klon in einer 
Xgtll-cDNA-Genbank von menschlicher Placenta zu identifi- 

20 zieren (42,43). Dieser Klon wurde dann nach ublichen 

Methoden aus dem \-Vektor geschnitten und in die Plasmide 
pUC18 (Pharmacia. Uppsala, Sweden) und pUC19 (Pharmacia, 
Uppsala, Sweden) und in die M13mpl8/Ml3mpl9 Bacter iophagen 
(Pharmacia, Uppsala. Sweden) kloniert (42,43). Die Nukleo- 

25 tidsequenz dieses cDNA-Klons wurde mit einem Sequenase-Kit 
(U.S. Biochemical, Cleveland, Ohio. USA) nach den Angaben 
des Herstellers bestimmt. Die Nukleotidsequenz und die 
daraus abgeleitete Aminosauresequenz fiir das 55 kD TNF-BP 
und dessen Signalpeptid (Aminosaure "-28" bis Aminosaure 

30 "0") ist in Figur 1 mittels der im Stand der Technik 

Ublichen Abkiirzungen fiir Basen wie Aminosauren dargestellt. 
Aus Sequenzvergleichen mit anderen, bereits bekannten 
Rezeptorproteinsequenzen lassen sich ungefahr 180 Amino- 
sauren enthaltende N-terminale wie 220 Aminosaure 

35 enthaltende C-terminale Domanen. die von einer nach den 
Sequenzvergleichen typischen Transmembran-Region von 19 
Aminosauren (in Figur 1 unterstr ichen) getrennt werden. 
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bestimmen. Hypothetische Glykosylierungsstellen sind in 
Figur 1 durch Sterne iibec der entsptechenden AminosSure 
gekennzeichnet . 

5 Im Wesentlichen analoge Techniken wurden dazu einge- 

setzt, 75/65 kD TNF-BP codierende partielle cDNA-Sequenzen 
zu identif izieren, wobei allerdings in diesera Fall geno- 
raische humane DNA und von Peptid IIA abgeleitete, voll- 
stSndig degenerierte 14-mere und 15-mere "sense" und 

10 "antisense" Oligonucleotide verwendet wurden, um eine 

primare, 26 bp cDNA-Probe in einer Polymerase-Kettenreak- 
tion herzustellen. Diese cDNA-Probe wurde dann dazu ver- 
wendet. in einer HL-60 cDNA-Bibliothek cDNA-Klone von ver- 
schiedener LSnge zu identif izieren. Diese cDNA-Bibliothek 

15 wurde raittels isolierter HL60 RNA und einem cDNA-Klonie- 
rungskit (Amersham) nach den Angaben des Herstellers 
hergestellt. Partielle Sequenzen dieser cDNA-Klone sind in 
Figur 4 dargestellt. 

20 Beispiel 9 

Expression in COS 1-Zellen 

Fur die Expression in COS-Zellen wurden Vektoren 
25 ausgehend von dem Plasmid "pNll" konstruiert. Das Plasmid 
"pNll" enthalt den effizienten Proraotor und Enhancer des 
"major immediate-early" Gens des raenschlichen Cytomegalo- 
virus ("HCMV"; Boshart et al.. Cell 41, 521-530, 1985). 
Hinter dem Promotor befindet sich eine kurze DNA-Sequenz. 
30 welche mehrere Restriktionsschnittstellen enthalt, die nur 
einmal im Plasmid vorkommen ( "Polylinker M ) , u.a. die 
Schnittstellen fiir Hindlll, Ball, BamHI und PvuII (siehe 
Sequenz) . 



35 PvuII 

5 1 -AAGCTTGGCCAGGATCCAGCTGACTGACTGATCGCGAGATC-3 1 
3 1 -TTCGAACCGGTCCTAGGTCGACTGACTGACTAGCGCTCTAG-5 1 
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Hinter diesen Schnittstellen befinden sich drei Transla- 
tions-Stopcodons in alien drei Leserastern. Hinter der Poly- 
linkersequenz befindet sich da6 2. Intron und das Polyadeny- 
lierungssignal des Praproinsulingens der Ratte (Lomedico et 
5 al. f Cell IB, 545-558. 1979). Das Plasmid enthalt ferner den 
Replikationsursprung des SV40 Virus sowie ein Fragment aus 
PBR322. das E. col i-Bakter ien Ampicillin-Resistenz verleiht 
und die Replikation des Plasmids in E. coli ermdglicht. 

10 Zur Konstruktion des Expressionsvektors "pNl23" wurde 

dieses Plasmid "pNll" mit der Restr iktionsendonuklease PvuII 
geschnitten und anschliessend rait alkalischer Phosphatase 
behandelt. Der dephosphorylierte Vektor wurde danach aus 
. einera Agarosegel isoliert (VI). Die 5 ' -tiberhangenden Nukleo- 

15 tide des EcoRI-geschnittenen 1. 3kb-Fragments der 55 kD 

TNF-BP-cDNA (siehe Beispiel 8) wurden mit Hilfe von Klenow- 
-Enzyra aufgefiillt. Anschliessend wurde dieses Fragment aus 
einem Agarosegel isoliert (Fl). Danach wurden VI und Fl 
mittels T4-Ligase miteinander verbunden. E. coli HBlOl-Zel- 

20 ien wurden dann mit diesem Ligierungsansatz nach bekannten 
Methoden [42] transf orraiert. Mit Hilfe von Restr iktions- 
analysen und DNA-Sequenzierung nach bekannten Methoden [42] 
wurden Transf ormanten identif iziert, die mit einem Plasmid 
transf ormiert worden waren, welches das 1.3kb EcoRI-Fragment 

25 der 55 kD TNF-BP-cDNA in der fUr die Expression iiber den 

HCMV-Promotor korrekten Orientierung enthielt. Dieser Vektor 
erhielt die Bezeichnung M pN123" . 

Zur Konstruktion des Vektors "pK19» wurde folgender- 
30 massen verfahren. Ein DNA-Fragraent , welches nur die ftir den 
extrazellularen Teil des 55 kD TNF-BP codierende cDNA 
enthalt (ArainosSuren -28 bis 182 gemass Figur 1) wurde 
mittels PCR-Technologie erhalten (Saiki et al.. Science 230 . 
1350-1354. 1985. siehe auj^Jtei spiel 8 ) . _Di_e_ f olgenden 
35 Oligonukleotide wurden. urn die fiir den extrazellularen Teil 
des 55 kD~ TNF-BP codierende cDNA aus »pN123 M zu amplifi- 
zieren, verwendet: 
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BAMHI 

5 ' -CACAGGGATCCATAGCTGTCTGGCATGGGCCTCTCCAC-3 • 

ASP718 

5 3 ' - CGTGACTCCTGAGTCCGTGGTGTATTATCTCTAGACCATGGCCC- 5 

Durch diese Oligonukleotide wurden ebenfalls zwei 
Stopkodons dec Translation hinter Arainosaure 182 eingefiihrt. 
Das so amplif izierte DNA-Fragment wurde mit BamHI und Asp718 

10 geschnitten, die hierbei entstandenen Uberstehenden Enden 
rait Hilfe des Klenow-Enzyms aufgeftillt und dieses Fragment 
anschliessend aus einem Agarosegel isoliert (F2). F2 wurde 
dann rait VI ligiert und der gesamte Ansatz zur Transforma- 
tion von E . coli HB101, wie beceits beschrieben. verwendet. 

15 Transf ormanten, die mit einem Plasmid transf orraiert worden 
waren, welches das DNA-Fragment in der ftir die Expression 
Uber den HCMV-Promotor korrekten Ocientierung enthielten, , 
wurden mittels DNA-Sequenzierung (s.o.) identif iziert . Das 
daraus isolierte Plasmid erhielt die Bezeichnung H pK19". 

20 

Transfektion der COS-Zellen mit den Plasmiden n pN123" 

Oder n pK19 M wurde nach der von Feigner et al. veroffent- 

lichten Lipof ect ions-Methode (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84* 

7413-7417, 1987) durchgef Uhr t . 72 Stunden nach ecfolgter 

25 Transfektion wurden die mit "pN123" transf izierten Zellen 

125 

nach bekannten Methoden mit I-TNFa auf Bindung analy- 
siert. Das Resultat der Scatchard-Analyse [Scatchard, G. t 
Ann. N. Y. Acad. Sci. 51. 660. 1949] der so erhaltenen 
Bindungsdaten (Figur 2A) ist in Figur 2B dargestellt. Die 

30 KulturuberstSnde der mit "pK19" transf izierten Zellen wurden 
in einem "Sandwich"-Test untersucht. Dazu wurden PVC-Micro- 
titerplatten (Dynatech. Arlington. VA. USA) mit 
100 vl/Loch eines Kaninchen-anti-Maus Iramunglobulins 
(10 ug/ml PBS) sensibilisiert. Anschliessend wurde die 

35 Platte gewaschen und mit einem anti-55 kD TNF-BP-Ant ikorper . 
der gemSss Beispiel 3 durch seine Antigenbindung nachge- 
wiesen und isoliert wurde. der aber die TNF-Bindung an 



t> * 



31 - 



Zellen nicht inhibiert, inkubiert (3 Stunden, 20°C). Die 
Platte wurde dann wieder gewaschen und uber Nacht bei 4°c 
>v mit 100 ul/Loch der KulturQberstande (1:4 verdtinnt rait 1% 

^ entfetteter Milchpulver enthaltendera Puffer A: 50 mM 

5 Tris/HCl pH 7.4. 140 raM NaCl, 5 mM EDTA, 0 # 02% Na-Azid) 
inkubiert. Die Platte wurde entleert und mit 125 I-TNFa 
enthaltendem Puffer A (10 6 cpra/ml, 100 ul/Loch) mit Oder 
ohne Zusat2 von 2 ug/ml unmarkiertem TNF wahrend 2 Stunden 
bei 4°C inkubiert. Danach wurde die Platte 4 mal mit PBS 

-IQ gewaschen, die einzelnen Locher wurden ausgeschnitten und in 
einem Y-Zahler geraessen. Die Resultate von 5 parallelen 
™ Transfektionen (SMulen # 2, 3, 4. 6 und 7), von zwei 

Kontroll-Transf ektionen mit dent pNll-Vektor (Saulen # 1. 5) 
und von einer Kontrolle mit HL60-Zell-Lysat (Saule # 8) sind 

15 in Figur 3 dargestellt. 



Beispiel 10 
Expression in Insektenzellen 

20 

Ftir die Expression in einem Baculovirus-Expressions- 
system wurde von dem Plasmid u pVL941" (Luckow und Summers, 
1989, "High Level Expression of Nonfused Foreign Genes with 
Autographa California Nuclear Polyhedrosis virus Expression 

25 Vectors", Virology 170, 31-39) ausgegangen und dieses 
f olgendermassen modifiziert. Es wurde die einzige EcoRI- 
-Restriktionsschnittstelle in "pVL94l" entfernt, indem das 
Plasmid mit EcoRI geschnitten und die uberstehenden 5 • -Enden 
mit Klenow-Enzym aufgefiillt wurden. Das hieraus erhaltene 

30 Plasmid pVL941/E- wurde mit BamHI und Asp718 verdaut und der 
Vektorrumpf anschliessend aus einem Agarosegel isoliert. 
Dieses Fragment wurde mit einem synthet ischen Oligonukleotid 
der folgenden Sequenz ligiert: 

35 BamHI EcoRI Asp718 

5 ' - GATCCAGAATTCATAATAG - 3 « 

3 1 - GTCTTAAGTATTATCCATG - 5 ' 
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B. coli HB101 wurde mit dem Ligierung6ansatz trans- 
forraiert und Transf ormanten, die ein Plasmid enthielten, in 
welches das Oligonukleotid korrekt eingebaut worden war, 
wurden durch Restriktionsanalyse und DNA-Sequenzierung nach 

5 bekannten Methoden (s.o.) identif iziert ; dieses Plasmid 

wurde n pNR704" genannt. Zur Konstruktion des Transf ervektors 
"PN113" wurde dieses Plasmid ,l pNR704" mit EcoRI geschnitten. 
mit alkalischer Phosphatase behandelt und der so erzeugte 
Vektorrumpf (V2) anschliessend aus einera Agarosegel iso- 

10 liert. Das wie oben mit EcoRI geschnittene 1,3 kb-Fragment 
der 55 kD TNF-BP-cDNA wurde mit Fragment V2 ligiert. Mit 
diesem Ligierungsansatz erhaltene Transf ormanten, die ein 
Plasmid enthielten, welches das cDNA-Insert in der korrekten 
Orientierung fur die Expression Qber den Polyhedrinpromotor 

15 enthielten, wurden identif iziert (s.o.). Der daraus iso- 
lierte Vektor erhielt die Bezeichnung "pN113" . 

Zur Konstruktion des Transf ervektors "pN119 M wurde 
f olgendermassen vorgegangen. Das 1.3 kb EcoRI/EcoRI-Fragment 
20 der 55 kD TNF-BP cDNA in dem M pUC19 ,, -Plasraid (siehe Beispiel 
8) wurde rait BanI verdaut und mit dem folgenden syntheti- 
schen Oligonukleotid ligiert: 

BanI Asp718 
25 5' - GCACCACATAATAGAGATCTGGTACCGGGAA - 3' 

3 • - GTGTATTATCTCTAGACCATGGCCC - 5 • 

Mit dem obigen Adaptor werden zwei Stopcodons der 
Translation hinter Aminosaure 182 und eine Schnittstelle fiir 

30 die Restriktionsendonuklease Asp718 eingebaut. Nach er- 
folgter Ligation wurde der Ansatz mit EcoRI und Asp7lB 
verdaut und das partielle 55 kD TNF-BP-Fragraent (F3) 
isoliert. Weiterhin wurde das ebenfalls mit Asp7l8 und EcoRI 
geschnittene Plasmid N pNR704" mit F3 ligiert und der Ligie- 

35 rungsansatz in E. coli HB101 transf ormiert . Die Identifika- 
tion der Transf ormanten, welche ein Plasmid enthielten, in 
das die partielle 55 kD TNF-BP cDNA korrekt fOr die Expres- 
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sion integriert worden war, erfolgte wie bereits beschrie- 
ben. Das aus diesen Tcansf otmaaten isolierte Plasmid erhielt 
den Namen "pN119" . 

5 Zur Konstruktion des Transf ervektors M pN124" wurde 

folgendermassen vorgegangen. Das in Beispiel 9 beschriebene, 
ftir den extrazellularen Teil des 55 kD TNF-BP codierende 
cDNA-Fragment wurde mit den angegebenen Oligonukleotiden mit 
Hilfe der PCR-Technologie, wie in Beispiel 9 beschrieben, 

10 amplif iziert. Dieses Fragment wurde mit BamHI und Asp718 
geschnitten und aus einera Agarosegel isoliert (F4). Das 
Plasmid "PNR704' 1 wurde ebenfalls mit BamHI und Asp7l8 
geschnitten und der Vektorrumpf (V4) wurde isoliert (s.o.). 
Die Fragmente V4 und F4 wurden ligiert. E. coli HB101 damit 

15 transf ormiert und der rekorabinante Transf ervektor ,! pN124" 
wurde. wie beschrieben, identif iziert und isoliert. 

Zur Transfektion der Insektenzellen wurde folgender- 
massen vorgegangen. 3 ug des Transf ervektors "pN113" 

20 wurden mit 1 ug DNA des Autographa calif ornica-Nuklear- 
polyhedrosisvirus (AcMNPV) (EP 127839) in Sf9-Zellen (ATCC 
CRL 1711) transf ektiert. Polyhedrin negative Viren wurden 
identif iziert und aus "Plaques" gereinigt [52], Mit diesen 
rekombinanten Viren wurden wiederum Sf9 Zellen wie in [52] 

25 beschrieben, inf iziert. Nach 3 Tagen in Kultur wurden die 

infizierten Zellen auf Bindung von TNF raittels 125 I-TNFa 

untersucht. Dazu wurden die transf ektier ten Zellen mit einer 

Pasteurpipette von der Zellkulturschale abgewaschen und bei 

einer Zelldichte von 5xl0 6 Zellen/ml Kulturraedium [521. 
125 

30 das 10 ng/ml I-TNF-a enthielt, sowohl in Anwesenheit 
wie Abwesenheit von 5 ug/ml nichtmarkiertera TNF -a 
resuspendiert und 2 Stunden auf Eis inkubiert. Danach wurden 
die Zellen mit reinem Kulturmedium gewaschen und die zell- 
gebundene Radioakt ivitat in einem y-Zahler gezahlt (siehe 
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Tabelle 2 




Zellgebundene RadioaktivitSt 


Zellen 


6 

pro 10 Zellen 


nichtinf izierte Zellen 


60 cpm 


(Kontrolle) 




infizierte Zellen 


1600 ± 330 cpm X) 



!0 Mittelwert und Standardabweichung aus 4 Experiraenten 
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Patentansprtiche 



1. Nichtl6sliche Proteine und ldsliche oder nicht- 
16sliche Fragraente davon. die TNF binden, in homogener Form. 

5 sowie deren physiologisch vertrSgliche Salze. 

2. Verbindungen gemSss Anspruch 1. die durch Molekular- 
gewichte gemSss SDS-PAGE unter nichtreduzierenden Be- 
dingungen von etwa 55 kD und 75 JcD character isiert sind. 

10 

3. Verbindungen geraass einem der Anspriiche L und 2, die 
wenigstens eine der folgenden Aminosauresequenzen enthalten: 

Leu-Val-Pro-His-Leu-Gly-Asp-Arg-Glu-Lys-Arg-Asp-Ser-Val-Cys- 
15 Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-Ile-His-Pro-Gln-X-Asn-Ser-Ue; 

Ser-Thr-Pro-Glu-Lys-Glu-Gly-Glu-Leu-Glu-Gly-Thr-Thr-Thr-Lys; 

Leu-Pro-Ala-Gln-Val-Ala-Phe-X-Pro-Tyr-Ala-Pro-Glu-Pro- 
20 Gly-Ser-Thr-Cys; 

Ile-X-Pro-Gly-Phe-Gly-Val-Ala-Tyr-Pro-Ala-Leu-Glu; 

Ser-Gln-Leu-Glu-Thr-Pro-Glu-Thr-Leu-Leu-Gly-Ser-Thr-Glu- 
25 Glu-Lys-Pro-Leu; 

Val-Phe-Cys-Thr ; 

Asn-Gln-Pro-Gln-Ala-Pro-Gly-Val-Glu-Ala-Ser-Gly-Ala-Gly- 
30 Glu-Ala; 

Leu-Cys-Ala-Pro; 

Jfa.l-P„r.OTHis^.Leu A P.E.o.-Ala-A8.p;— - - - - - — 

35 

Gly-Ser-Gln-Gly-Pro-Glu-Gln-Gln-X-X-Leu-Ile-X-Ala-Pro 
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wobei X file einen nicht bestimmten ArainosSurerest steht. 

4. Ein Verfahren zur Isolierung einer Verbindung geraass 
einem der Anspriiche 1-3, dadurch gekennzeichnet, dass man im 
5 wesentlichen die folgenden Reinigungsschr itte nacheinander 
ausftihrt: Herstellung eines Zellextraktes, Imraunaf f initats- 
chromatographie und/oder ein- Oder mehrfache Liganden- 
af f initStschromatographie, HPLC und praparative SDS-PA§B. 

10 5 - Pharmazeutische PrSparate, dadurch gekennzeichnet , 

dass sie eine Oder mehrere Verbindung(en) geraass einem der 
Ansprtiche 1-3. geuriinschtenf alls in {Combination mit weiteren 
pharmazeutisch wirksamen Subtanzen und/oder nicht- toxischen, 
inerten, therapeutisch vertrSglichen TrSgermaterialien 

15 enthalten. 

6. Verwendung einer Verbindung geraass einem der 
Anspriiche 1-3 zur Herstellung pharmazeutischer PrSparate 
bzw. zur Behandlung von Krankheiten. bevorzugt solchen, bei 

20 denen TNF involviert ist. 

7. Gegen eine Verbindung gemass Anspriiche 1-3 gerichtete 
Antikorper . 

25 8. DNA-Sequenzen, die fur Proteine und losliche oder 

nichtlosliche Fragmente davon, die TNF binden, kodieren. 

9. Von DNA-Sequenzen gemass Anspruch 8 kodierte rekom- 
binante Proteine. 

30 

10. Vektoren, die DNA-Sequenzen gemass Anspruch 8 
enthalten und zur Expression der von diesen DNA-Sequenzen 
kodierten Proteinen in prokaryotischen- wie eukaryotischen 
Wirtssystemen geeignet sind. 

36 



11. Prokaryotische- wie eukaryotische Wirtssysteme, die 
mit einem Vektor gemSss Anspruch 10 transf ormiert wocden 
sind. 

12, Ein Verfahren zur Herstellung von Verbindungen 
gemSss Anspruch 9, das dadurch gekennzeichnet ist, dass man 
ein wie in Anspruch 11 beanspruchtes transf ormiertes Wirts- 
system in einem geeigneten Medium kultiviert und aus dem 
Wirtssystem selbst Oder dem Medium solche Verbindungen 
isoliert . 
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Fiqur 2B 
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■ ^ansifektant KD 0.49. nM 
□ Kontrolle KD 0.46 nM 
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Flow 4 



1 SerflapSerUolCysflspSerCyaGluflapSerThrTyrThrGlnLeuTrpflanTrpUal 

I TCGGflCTCCGTGTGTGflCTCCTGTGflGGflCflGCflCflTflCflCCCflGCTCTGGflfiCTGGGTT 

1 ProG I uCysLeuSerCysG I ySerflrgCyaSerSepflspG InUalGI uThrG I nfl I aCys 

1 CCCGflGTGCTTGflGCTGTGGCTCCCGCTGTflGCTCTGfiCCflGGTGGflflflCTCflflGCCTGC 

1 ThrflrgG I uG I nflsnflpg I I eCy sThrCysflpgPpoG I yTrpTyrCysfl I aLeuSerLys 

1 flCTCGGGflflCflGflflCCGCflTCTGCflCCTGCflGGCCCGGCTGGTRCTGCGCGCTGflGCflRG 

1 GlnGluGI yCysflrgLeuCy sfi I oProLeuProLysCysflrgProG I yPheG lyllalRIa 

1 CftGGflGGGGTGCCGGCTGTGCGCGCCGCTGCCGflflGTGCCGCCCGGGCTTCGGCGTGGCC 

1 flrgProG I yThrG I uThrSerflspUo I Ua I CysLysPr oCysA I aProG I yThrPheSer 

! RGflCCflGGflflCTGflflflCflTCflGflCGTGGTGTGCflflGCCCTGTGCCCCGGGGflCGTTCTCC 

1 flsnThrThrSerSerThrflspl leCysflpgPpoH i aGI n I leCysflsnUalUalfllal le 

1 flflCRCGHCTTCflTCCflCGGflTflTTTGCRGGCCCCflCCflGflTCTGTflflCGTGGTGGCCflTC 

I ProG I yflsnfl I aSepflpgflspfl I aUolCysThpSerThrSerProThpflrgSerfletfll a 

1 CCTGGGflflTGCflRGCRGGGflTGCflGTCTGCflCGTCCflCGTCCCCCflCCCGGflGTflTGGCC 

1 ProGlyRlaUalHisLeuPpoGlnProUalSepThpflrgSerGlnHisThrGlnProSep 

I CCRGGGGCflGTRCRCTTRCCCCRGCCflGTGTCCRCRCGRTCCCflflCRCRCGCRGCCRRGT 

1 ProG I uPpoSepThpfl I aPpoSepThrSerPheLeuLeuPpofletG I yPpoSerPpoPpo 

1 CCRGRRCCCflGCRCTGCTCCRRGCflCCTCCTTCCTGCTCCCflflTGGGCCCCRGCCCCCCfl 

* • » , 

1 RlaGluGI ySepThpG I yflspPhefi I aLeuProUa I G I yLeu 1 1 eUa I G I yUa I ThrR I a 

1 GCTGRRGGGRGCflCTGGCGRCTTCGCTCTTCCRGTTGGflCTGflTTGTGGGTGTGflCflGCC 

1 LeuG ! yLeuLeu I lei leGlyUalUal RshCy sUa 1 1 1 eOet ThpG I nUa I LysLyaLys 

I TTGGGTCTRCTRflTflflTflGGflGTGGTGRflCTGTGTCRTCflTGRCCCRGGTGRflflflflGflflG 

1 PpoLeuCysLeuG I nflpgG I ufl I aLysUa I ProH i sLeuPpofl I aRspLy sfl I aflpgG I y 

I CCCTTGTGCCTGCRGflGflGflflGCCflflGGTGCCTCflCTTGCCTGCCGRTRRGGCCCGGGGT 

I ThrG I nG I yProG luGlnGlnH i sLeuLeu 1 1 eThpfl I aPpoSepSepSepSepSepSep 

I RCRCflGGGCCCCGRGCflGCRGCflCCTGCTGRTCflCRGCGCCGflGCTCCflGCRGCflGCTCC 

I LeuG I uSerSepfl I aSepfl I aLeuflspfipgflrgfl I aPpoThpflpgflanG I nPpoG I nfl I a 

1 CTGGRGRGCTCGGCCRGTGCGTTGGRCRGRRGGGCGCCCRCTCGGRRCCRGCCRCflGGCfl 



Fieur 4 ( portsetzung) 



28 1 ProG lyUalGlufll aSerG I yA I aG I yG I uA I aflrgfl I oSerThrG I y SerSerfl I qAsd 

841 CCflGGCGTGGflGGCCflGTGGGGCCGGGGflGGCCCGGGCCflGCflCCGGGAGCTCHGCAGflT 

301 SerSerProG lyGlyH i sG I yThrG I nUa I flsnUa I ThrCys 1 leUal AanUa I CusSen 

901 TCTTCCCCTGGTGGCCflTGGGHCCCHGGTCflflTGTCflCCTGCflTCGTGflflCGTCTGTflGC 

11 ! f.™?^!! ' 3SerSepG 1 nCy sSer SerG I nfi I aSerSerThrriet G I yflspThr Asd 
96! AGCTCTGflCCACAGCTCACAGTGCTCCTCCCflflGCCAGCTCCACAATGGGAGACACAGflT 

■ • , 

341 SerSerProSerGluSenProLysAspGluGlnUalProPheSerLysGiuGluCusAla 
1021 TCCAGCCCCTCGGflGTCCCCGAAGGACGAGCAGGTCCCCTTCTCCAAGGAGGAATGTGCC 

36 1 PheArgSerG I nLeuG I uThrProG I uThrLeuLeuG I ySerThrG I uG I uLusPr oLeu 
1081 TTTCGGTCACAGCTGGAGACGCCRGAGACCCTGCTGGGGAGCACCGAAGAGAAGCCCCTG 

381 ProLeuGlyUalProAapAlaGlyrietLysProSer 

1141 CCCCTTGGAGTGCCTGATGCTGGGATGAAGCCCAGTTAACCflGGCCGGTGTGGGCTGTGT 
CGTAGCCAAGGTGGCTGAGCCCTGGCAGGATGACCCTGCGAAGGGGCCCTGGTCCTTCCA 
GGCCCCCACCACTflGGACTCTGAGGCTCTTTCTGGGCCAAGTTCCTCTAGTGCCCTCCAC 
AGCCGCAGCCTCCCTCTGACCTGCAGGCCAAGAGCAGAGGCAGCGAGTTGTGGAAAGCCT 
CTGCTGCCATGCCGTGTCCCTCTCGGAAGGCTGGCTGGGCATGGACGTTCGGGGCATGCT 
GGGGCAAGTCCCTGAGTCTCTGTGACCTGCCCCGCCCAGCTGCACCTGCCAGCCTGGCTT 
?I5?!r G ^^IS^II T TTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTT CTCCCCCTGGGC 
TCTGCCCAGCTCTGGCTTCCAGAAAACCCCAGCATCCTTTTCTGCAGAGGGGCTTTCTGG 
AGAGGAGGGATGCTGCCTGAGTCACCCATGAflGACAGGACAGTGCTTCAGCCTGAGGCTG 
AGACTGCGGGATGGTCCTGGGGCTCTGTGCAGGGAGGAGGTGGCAGCCCTGTAGGGAACG 
GGGTCCTTCAAGTTAGCTCAGGAGGCTTGGAAAGCATCACCTCAGGCCAGGTGCAGTGGC 
TCACGCCTATGATCCCAGCACTTTGGGAGGCTGAGGCGGGTGGATCACCTGAGGTTAGGA 

ZSSISS CGGCCaccTnTnGTCCCRGCTFICTcnG « nGCCT GnGC3CTGGGnnftT 

SII^2J^oS GGflflGCGGflGGTTGCflGGGflGCCGflGflT CflCGCCACTGCACTCCAGCC 

?^™^ini GTflCCflTGGTGTGflflf,GTCflGfiT6CCC fl G flCGGCCCAGGCAGGCCAC 

TTTAAAAAAGTAAGTACCACTCAGGCCRACAAGCCAACGACAAAGCCAAACTCTGCCAGC 
CACATCCAACCCCCCACCTGCCATTTGCACCCTCCGCCTTCRCTCCGGTGTGCCTGCAG 
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1981 
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2221 
2281 



This Page Blank (uspto) 



